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NOTAMMENT THERAPEUTIQUES. 

@ La prteente invention concerne des nouveaux mate- 
riaux a base de polyaminoacides biodegradables, utiles no- 
tamment pour la vectorisation de principe (s) actif (s) (PA). 
L'invention vise aussi de nouvelles compositions pharma- 
ceutiques, cosmetiques, dietetiques ou phytosanitaires a 
base de ces polyaminoacides. 

Le but de ['invention est de fournir une nouvelle matiere 
premiere polymere, susceptible d'etre utilisee pour la vecto- 
risation de PA et permettant de satisfaire de rnaniere opti- 
mal a toutes les specifications du cahier des charges: 
biocompatible, biodegradabilite, aptitude a se transformer 
aisernent et economiquement en particules de vectorisation 
de principes actifs, ces particules etant elles meme propres 
a former des suspensions colloTdales aqueuses stables, a 
s'associer facilement avec de nombreux principes actifs, et 
a libererces principes actifs in vivo. 

Ce but est atteint par la presente invention qui conceme 
tout d'abord des polyaminoacides amphiphiles comprenant 
des unites aspartique et/ou des unites glutamiques, carac- 
te rises en ce qu'au moins une parti e de ces unites sont por- 
teuses de greffons comportant au moins un motif alpha- 
tocopherol, e. g.: (polyglutamate ou polyaspartateareffe par 
I'alpha tocophlrol d'origine synthetique ou naturelle). 
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POLYAMINOACIDES FONCTIONNALISES PAR DE L'ALPHA-TOCOPHEROL 
ET LEURS APPLICATIONS NOTAMMENT THERAPEUTIQUES 

La pr6sente invention conceme des nouveaux materiaux a base de 
polyaminoacides biodegradables, utiles notamment pour la vectorisation de principe(s) 
actios) (PA). 

L'invention vise aussi de nouvelles compositions pharmaceutiques, cosmetiques, 
dietetiques ou phytosanitaires a base de ces polyaminoacides. Ces compositions peuvent 
etre du type de celles permettant la vectorisation de PA et se presentant de preference sous 
forme d'emulsions, de micelles, de particules, de gels, d'implants ou de films. 

Les PA considers sont, avantageusement, des composes biologiquement actifs et 
qui peuvent etre administres a un organisme animal ou humain par voie orale, parenterale, 
nasale, vaginale, oculaire, sous-cutanee, intraveineuse, intra-musculaire, intradermique, 
intrap&itoneale, intracerebrale, buccale, etc. 

Les PA plus particulierement mais non limitativement concents par l'invention sont des 
prolines, des glycoprot6ines, des peptides, des polysaccharides, des ^polysaccharides, 
des oligo ou des polynucleotides, et des molecules organiques. Mais U peut aussi s'agir de 
produits cosmetiques ou de produits phytosanitaires, tels que des herbicides, des 
insecticides, des fongicides, etc. 

Dans le domaine de la vectorisation . des principes actifs notamment 
medicamenteux, il existe un besoin, dans beaucoup de cas, : 

• de les proteger contre la degradation (hydrolyse, precipitation sur site, 
digestion enzymatique etc..) jusqu'a ce qu'ils atteignent leur site d'action, 

• et/ou de controler leur vitesse de liberation afin de maintenir un niveau 
constant sur une duree definie, soit 

• et/ou de vehiculer (en les protegeant) au site d'action. 

A ces fins, plusieurs types de polymeres ont 6t& etudies et certains sont meme 
disponibles commercialement. On peut citer par exemple les polymeres du type 
polylactique, polylactique-glycolique, polyoxyethylene-oxypropylene, polyaminoacide ou 
encore polysaccharide. Ces polymeres constituent des matures premieres permettant de 
fabriquer, par exemple, des implants massiques, des microparticules, des nanoparticules, 
des vesicules, des micelles ou des gels. Outre le fait que ces polymeres doivent etre 
adaptes a la fabrication de tels systemes, ils doivent egalement etre biocompatibles, non- 
toxiques, non-immunogenes, 6conomiques et ils doivent pouvoir etre facilement eliminds 
du corps et/ou biodegradables. Sur ce dernier aspect, il est de surcroit essentiel que la 
biodegradation dans l'organisme g^n^re des produits non-toxiques. 
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A titre d'illustratioti de l'art anterieur concernant des polymeres employes comme 
matieres premieres pour la realisation de systemes de vectorisation de PA, divers brevets 
ou demandes de brevet ou articles scientifiques sont 6voques ci-apres. 

Le brevet US 4,652,441 decrit des microcapsules de polylactide encapsulant 
1-hormone LH-RH . Ces microcapsules sont produites en preparant une emulsion eau- 
dans-huile-dans-eau et comprennent une couche interne aqueuse contenant l'hormone, une 
substance (g61atine) fixant cette demiere, une couche huileuse de polylactide, ainsi qu'une 
coucbe exteme aqueuse (Alcool polyvinylique). La liberation du PA peut se faire sur une 
periode de plus de 2 semaines apres injection sous-cutanee. 

Le brevet US 6,153,193 d6crit des compositions a base de micelles de 
poly(oxyethylene)-poly(oxypropylene) amphiphiles, pour la vectorisation d'anti-cancereux 
tel que radriamycine. 

Akiyoshi et al. (J. Controlled Release 1998, 54, 313-320) decrivent des pullulans 
qui sont rendus hydrophobes par greffage de cholesterol et qui forment des nanoparticules 
dans l'eau. Ces nanoparticules aptes a se complexer de maniere r6versible avec l'insuline, 
forment des suspensions coUoi'dales stables. 

Le brevet US 4,351,337 decrit des copolyaminoacides amphiphiles, a base de 
leucine et de glutamate, utilisables sous forme d'implants ou de microparticules pour la 
liberation contr61ee de principes actifs. La liberation de ces derniers peut se faire sur une 
duree tres longue dependant de la vitesse de degradation du polymere. 

Le brevet US 4,888,398 decrit des polymeres a base de polyglutamate ou 
polyaspartate, et eventuellement polyleucine, avec des groupements pendants de type 
alkyloxycarbonylmethyle, places de facon aleatoire sur la chaine polyaminoacide. Ces 
polyaminoacides, greffes par des groupements lateraux e.g. methoxycarbonylmethyle, sont 
utilisables sous forme d'implants biod6gradables contenant un PA a liberation prolongee. 

Le brevet US 5,904,936 d6crit des nanoparticules obtenues a partir d'un polymere 
bloc polyleucine-polyglutamate, aptes a former des suspensions colloidales stables et 
capables de s'associer spontanement avec des proteines biologiquement actives sans les 
denatures Ces demieres peuvent ensuite etre liber6es in vivo de maniere controlee, sur 
une longue periode. 
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La demande de brevet WO 00/30618 decrit des nanoparticules obtenues a partir 
d'un polymere bloc poly(glutamate de sodium)(polyglutamate de methyle, ethyle, 
hexadecyle ou dodecyle), aptes a former des suspensions colloidales stables et capables de 
s'associer spontan6ment avec des prolines biologiquement actives sans les denatures Ces 
5 dernieres peuvent ensuite etre liberees in vivo de maniere controlee, sur une longue 
periode. 

Ces copolyaminoacides amphiphiles sont modifies par la presence dune chaine laterale 
alkyle hydrophobe. 

10 Le brevet US 5,449,513 decrit des copolymeres bloc amphiphiles comprenant un 

bloc polyoxyethylene et un bloc polyaminoacide, par exemple poly(beta-benzyl-L- 
aspartate). Ces polymeres polyoxyethylene-polybenzylaspartate ferment des micelles qui 
sont aptes a encapsuler des molecules actives hydrophobes telles que l'adryamicine ou 
Tindomethacine. 

15 

La demande de brevet WO 99/61512 decrit des polylysines et des polyormthmes 
fonctionnalisees par un groupe hydrophobe (acide palmitique relie a la polylysine ou 
ornithine par un espaceur forme par un motif succinique) et un groupe hydrophile 
(polyoxyethylene). Ces polymeres, par exemple la polylysine greffee avec des chaines 
20 polyoxyethylene et palmitoyle ferment en presence de cholesterol des vesicules capables 
d'encapsuler la doxorubicine ou l'ADN. 

H est par ailleurs connu de recourir a des derives de vitamine E, et plus 
precisement d' alpha-tocoph6rol, pour construire des systemes de vectorisation de PA. 

25 La vitamine E naturelle est constituee d'un melange de composes denommds tocopherols 
(voir Burton et Ingold, Acc. Chem. Res. 1986, 19, 194-201) et dans ce melange, le derive 
alpha-tocopherol est largement majoritaire. La vitamine E et certains de ses derives sont 
aujouid-hui utilises comme source de vitamine ou comme antioxydant dans des aliments et 
produits cosmetiques. Pour ces utilisations courantes, on trouve la vitamine E sous sa 

30 forme D-alpha-tocopherol (sa forme naturelle) ou sous sa forme D,L-alpha-Tocopherol 
(forme racemique et synthetique). Ces deux produits sont considers comme 
essentiellement non toxiques a des doses bien au-dela des doses therapeutiques. La 
structure de l'alpha-tocoph6rol est la suivante. 
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Les positions chirales sont marquees d'un asterisque. La forme naturelle possede les 
configurations R, R R et la forme synthetique est un melange on les carbones chiraux sont 
independamment R ou S. 

5 S'agissant des derives de la vitamine E utilises dans le domaine de la vectorisation 

de principes actifs, il n'existe, a ce jour et a la connaissance des inventeurs, aucun produit 
polymere a base d'alpha-tocopherol, a l'exception de polymeres de type polyoxyethylene 
dont une extremite est greffee par des groupements alpha-tocopherol-succinate. Est 

10 d'ailleurs disponible sur le marchi, du PolyEthyleneGlycol greffe alpha-tocopherol- 
succinate en bout de chaine (vitamine E PEGylee), commercialise sous la denomination 
TPGS 1000, par la societ6 Eastman Chemical, Ltd. Ce produit brevete en 1954 (US 
2,680,749) est aujourd'hui utilise comme source de vitamine E par voie orale. Ce 
polymere, de meme que 1' alpha-tocopherol-succinate et V alpha-tocopherol non modifie, 

1 5 oat ete proposes pour la vectorisation de principes actifs. 

Le brevet US 5,869,703 decrit des composes voisins dans lesquels la chaine 
polyoxy6thylene comporte a une extremite de l'alpha-tocopherol et a son autre extremite 
un residu (meth)acrylique. Ces derives d'alpha-tocopherol sont utilises pour preparer des 
20 vesicules amphiphiles (liposomes) stables, directement employees dans des applications 
cosmetiques. 

La demande de brevet WO 00/71163 decrit des formulations a base de 
PolyEthyleneGlycol greffe alpha-tocopbirol-succinate en bout de chaine (TPGS 1000) et 

25 d'alpha-tocopherol pour la solubilisation de paclitaxel (produit anticancereux). A ce jour, 
la toxicite liee a la partie polyoxyethylene n'est pas connue et on sait que le 
polyoxyethylene n'est pas degrade in vivo. De plus, ce compose ne contient qu'un seul 
motif d'alpha-tocopherol par chaine de polymere et il a des proprietes en solution 
assimilables a celles des tensioactifs. En tout etat de cause, l'utilisation de ce produit pour 

30 la vectorisation conduirait a des associations polymere - principe actif peu stables. 

Le brevet EP 0 243 446 d6crit l'utilisation d'(hemi)succinate d'alpha-tocopherol 
(derive d'acide organique d'alpha-tocopherol) pour la fabrication de v6sicules en 
combinaison avec un sel d'amine. Ces vesicules peuvent etre utilisees pour l'encapsulation 
35 de divers principes actifs incluant des petites molecules, des peptides et des proteines. De 
maniere g6nerale, il est indique dans ce brevet que l'acide organique pent etre un 
aminoacide ou un polyaminoacide. Toutefois, aucune pr6cision n'est donnee a cet egard. 
Seuls des (hemi)succinates d'alpha-tocopherol sont exemplifies. 
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Ainsi, meme s'il existe de tres nombreuses solutions techniques dans Tart anterieur, 
developpees'et proposees pour la vectorisation des principes actifs medicamenteux, la 
reponse a l'ensemble des exigences est difficile obtenir et demeure insatisfaisante. 

5 Dans ce contexte, l'un des objectifs essentiels de la presente invention est de 

fournir une nouvelle matiere premiere polymere, susceptible d'etre utilisee pour la 
vectorisation de PA et permettant de satisfaire de maniere optimale a toutes les 
specifications du cahier des charges : 
o biocompatibilit6, 
10 o biodegradabilite, 

o aptitude a se transformer aisement et economiquement en particules de 

vectorisation de principes actifs, 
o ces particules etant elles-meme propres: 

■ a former des suspensions colloidales aqueuses stables, 

l5 - a s'associer facilement avec de nombreux principes actifs, 

■ et a liberer ces principes actifs in vivo. 

Cet objectif, parmi d'autres, est atteint par la presente invention qui concerne tout 
d'abord des polyaminoacides amphiphiles comprenant des unites aspartiques et/ou des 
20 unites glutamiques, caracterises en ce qu'au moins une partie de ces unites sont porteuses 
de greffons comportant au moins un motif alpha-tocopherol. 

Ces nouveaux polymeres ont un squelette biodegradadable a base de 
polyaminoacides porteurs de chaines laterales comprenant de 1' alpha-tocopherol. Ces 
25 polymeres presentent des proprietes d'association et/ou ^encapsulation surprenantes en 
comparaison avec des produits analogues et de plus, ils sont facilement degrades en 
presence d'enzymes. 

II est du m6rite de la demanderesse d'avoir eu l'idee de combiner, de facon tout a 
30 fait judicieuse et avantageuse, des polyaminoacides particuliers polyAsp et/ou polyGlu, 
biod6gradables avec des greffons a base d'alpha-tocopherol (vitamine E) pour la 
vectorisation de PA. 

Au sens de l'invention le terme "polyaminoacide" couvre aussi bien les 
35 oligoaminoacides comprenant de 2 a 20 unites aminoacide que les polyaminoacides 
comprenant plus de 20 unites aminoacide. 
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De preference, les polyaminoacides selon la presente invention sont des oligomeres 
ou des homopolymeres comprenant des unites recurrentes aminoacide glutamique on 
aspartique ou des copolymers comprenant un melange de ces deux types d'umtes 
aminoacide, lesdites unites etant partiellement substitutes par des greffons comportant de 
5 l'alpha-tocopherol. Les unites considers dans ces polymeres sont des acides amines 
ayant la configuration D, L ou D, L et sont liees par leurs positions alpha ou gamma pour 
l'unite glutamate ou glutamique et alpha ou beta pour l'unit6 aspartique ou aspartate. 

Les unit6s aminoacide preferees sont celles ayant la configuration L et une liaison 
10 de type alpha. 

De maniere plus preferee encore, les polyaminoacides selon ^invention repondent a 
la formule generate (I) suivante : 
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dans laquelle : 

- R. 1 represente un H, un alkyle lineaire en C2 a CIO ou ramifie en C3 a 
CIO, benzyle, une unite acide amine terminale ; 

- R 2 represente un H, un groupe acyle lineaire en C2 a CIO ou ramifie en 
C3 a CIO, ou un pyroglutamate ; 

- R 3 est un H ou une entite cationique, de preference selectionnee dans le 

groupe comprenant : 

- les cations metalliques avantageusement choisis dans le sous-groupe 
comprenant : le sodium, le potassium le calcium, le magnesium, 

- les cations organiques avantageusement choisis dans le sous-groupe 
comprenant : 

• les cations a base d'amine, 

• les cations a base d'oligoamine, 

. les cations a base de polyamine (la polyethyleneimine etant 
particulierement preferee), 
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. les cations a base d'acide(s) amine(s) avantageuseraent choisis 
dans la classe comprenant les cations a base de lysine ou 
d'arginine, 

- ou les polyaminoacides cationiques avantageusement choisis dans le 
sous-groupe comprenant la polylysine ou roligolysine ; 

■ R 4 represente une liaison directe ou un "espaceur" a base de 1 a 4 unites 
acide amine ; 

« A represente independamment un radical -CH 2 - (unite aspartique) ou - 

CH2-CH2- (unite glutamique) ; 
« n/(n+m) est defini comme le taux de greffage molaire et varie de 0,5 a 

100 % molaire ; 
« n + m varie de 3 a 1000, de preference entre 30 et 300 ; 

■ T represente un motif alpha-tocopherol. 

Pour ces utilisations courantes, on trouve la vitamine E sous sa forme D-alpha- 
tocopherol (sa forme natutelle) ou sous sa forme D,L-alpha-Tocopherol (forme racemique 
et synthetique). Ces deux produits sont considers comme essentiellement non toxiques a 
des doses bien au-dela des doses therapeutiques. Dans le cadre de l'invention, ces deux 
formes d'alpha-tocoph6rol sont pref6rees. 

L'alpha-tocopherol est d'origine naturelle ou synthetique. 

Selon un premier mode de realisation de l'invention, les polyaminoacides sont des 
homopolymeres d'alpha-L-glutamate ou d'alpha-L-glutamique. 

Selon un deuxieme mode de r6alisation de l'invention, les polyaminoacides sont 
des homopolymeres d'alpha-L-aspartate ou d'alpha-L-aspartique. 

Selon un troisieme mode de realisation de l'invention, les polyaminoacides sont des 
copolymeres d'alpha-L-aspartate/alpha-L-glutamate ou d'alpha-L-aspartique/alpha-L- 
glutamique. 

Avantageusement, la distribution des unites aspartiques et/ou glutamiques 
porteuses de greffons comportant au moins un motif alpha-tocopherol est telle que les 
polymeres ainsi constitues sont soit aleatoires, soit de type bloc, soit de type multibloc. 
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Selon un autre mode de definition, les polyaminoacides selon Invention ont une 
masse molaire qui se sitae entre 2 000 et 100 000 g/mole, et de preference entre 5 000 et 
40 000 g/mole. 

5 II est par ailleurs preferable que le taux de greffage molaire en alpha-tocopherol 

des polyaminoacides selon Iteration, soit compris entre 3 et 70 %, et de preference entre 
5et50%. 

De maniere remarquable, les polyaminoacides de l'invention sont susceptibles 
d'etre utilises de plusieurs facons selon le taux de greffage. Les methodes de mise en 
10 forme d'un polymere pour l'encapsulation d'un principe actif sous les diverses formes 
visees par l'invention sont connues de l'homme de l'art. Pour plus de details, on peut se 
referer, par exemple a ces quelques r6ferences particulierement pertinentes : 

"Microspheres, Microcapsules and Liposomes ; vol 1. Preparation and chemical 
applications" Ed. R. Arshady, Citas Books 1999. ISBN : 0-9532187-1-6. 
15 "Sustained-Release Injectable Products" Ed. J. Senior et M. Radomsky, 

Interpharm Press 2000. ISBN : 1-57491-101-5. 

"Colloidal Drug Delivery Systems" Ed. J. Kreuter, Marcel Dekker, Inc. 1994. 
ISBN : 0-8247-9214-9. 

"Handbook of Pharmaceutical Controlled Release Technology" Ed. D.L. Wise, 
20 Marcel Dekker, Inc. 2000. ISBN : 0-8 247-0369-3. 

Us polyaminoacides sont en outre extremement interessants, du fait qu'a un taux 
de greffage relativement faible de l'ordre de 3 a 10 %, ils forment dans l'eau a pH 7,4 (par 
exemple avec un tampon phosphate) des suspensions colloTdales ou gels en fonction de la 

25 concentration de polymeres. De plus, les particules de polyaminoacides formant la phase 
dispersee de la suspension colloidale, peuvent s'associer aisement avec des principes actifs 
tels que des proteines, peptides ou petites molecules. La mise en forme preferee est celle 
decrite dans la demande de brevet WO 00/30618 de la demanderesse et qui consiste a 
disperser le polymere dans l'eau et d'incuber la solution en presence d'un PA. Cette 

30 solution peut ensuite etre filtree sous 0,2 urn puis directement injectee a un patient. 

Au-dela de 10 % de taux de greffage, le polymere peut former des microparticules 
capables d'associer ou d'encapsuler des PA. Dans ce contexte, la mise en forme des 
microparticules peut se faire en co-solubilisant le PA et le polymere dans un solvant 
35 organique approprie puis le melange precipite dans l'eau. Les particules sont ensuite 
recupirees par filtration et peuvent ensuite etre utilisees pour une administration par voie 
orale (sous forme de gelule, sous forme compactee et/ou enrob6e ou bien encore sous 
forme dispersee dans une huile) oupar voie parenteral apres redispersion dans l'eau. 
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A des taux supdrieurs a 30 % de greffage, la redispersion du polymere en phase 
aqueuse devient plus difficile du fait de la quantite plus faible des fonctions carboxylate 
ionisables et le polymere precipite. Dans ce cas, le polymere peut etre solubilise dans un 
solvant biocompatible tel que la N-methylpyrolidone ou une huile appropriee telle que le 
Migliol® puis inject* en intramusculaire ou sous-cutanee ou dans une tumeur. La 
diffusion du solvant ou de Vhuile conduit a la precipitation du polymere sur le site 
d'injection et forme ainsi un depot. Ces d6p6ts assurent ensuite une liberation contr61ee 
par diffusion et/ou par erosion et/ou par degradation hydrolytique ou enzymatique du 
polymere. 

De facon gen6rale, les polymeres de l'invention, sous forme neutre ou ionisee, sont 
utilisables seuls ou dans une composition liquide, solide ou gel et dans un milieu aqueux 
ou organique. 

15 II convient de comprendre que le polymere a base de polyaminoacides contient des 

fonctions carboxyliques qui sont soit neutres (forme COOH), soit ionisees selon le pH et 
la composition. Pour cette raison, la solubilite dans une phase aqueuse est directement 
fonction du taux de COOH libre (non greffe par la vitamine E) et du pH. En solution 
aqueuse, le contre-cation peut etre un cation metallique tel que le sodium, le calcium ou le 

20 magnesium, ou un cation organique tel que la triethanolamine, la tris(hydroxymethyl)- 
aminomethane ou une polyamine tel que la polyethyleneimine. 

Les polymeres de Invention sont obtenus par des methodes connues de l'homme 
de l'art. Les polyaminoacides peuvent etre obtenus au moins de deux facons : 
25 • greffage de l'alpha-tocopherol sur un polyaminoacide, ou 

. polym6risation des derives NCA d'alpha-tocopherol suivie d'une hydrolyse 

selective. 

Dans le premier cas, on prepare par exemple un polyaminoacide, 
30 homopolyglutamate, homopolyaspartate ou un copolymere glutamate/aspartate, bloc, 
multibloc ou aleatoire selon des methodes classiques. 

Pour l'obtention de polyaminoacide de type alpha, la technique la plus courante est basee 
sur la polymerisation d'anhydrides de N-carboxy-aminoacides (NCA), decrites, par 
35 exemple, dans l'article Copolymers, 1976, 15, 1869 et dans l'ouvrage de H.R. Kricheldorf 
«alpha-Aminoacid-N-carboxy Anhydride and related Heterocycles" Springer Verlag 
(1987). Les derives dWA sont de prdference des derives NCA-O-Me, NCA-O-Et ou 
NCA-O-Bz (Me = methyl, Et = Ethyle et Bz = Benzyle). Les polymeres sont ensuite 
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hydropses dans des conditions appropriees pour obtenir le polymere sous sa forme acide. 
Ces methodes sont inspirees de la description donnee dans le brevet FR 2 801 226 de la 
demanderesse. Un certain nombre de polymeres utilisables selon l'invention, par exemple, 
de type poly(alpha-L-aspartique), poly(alpha-L-glutamique), poly(alpha-D-glutamique) et 
5 poly(gamma-L-glutamique) de masses variables sont disponibles commercialement. Le 
polyaspartique de type alpha-beta est obtenu par condensation de l'acide aspartique (pour 
obtenir un polysuccinimide) suivie d'une hydrolyse basique (voir Tomida et al. Polymer 
1997,38,4733-36). 

10 Le couplage de l'alpha-tocopherol avec une fonction acide est realise ais6ment par reaction 
du polyaminoacide avec la vitamine E en presence d'un carbodiimide comme agent de 
couplage et de preference, un catalyseur tel que le 4-dimethylaminopyridine et dans un 
solvant appioprie tel que la dimethylformamide (DMF), la N-methyl pyrolidone (NMP) 
ou la dimethylsulfoxide (DMSO). Le carbodiimide est par exemple, le 

15 dicyclohexylcarbodiimide ou le diisopropylcarbodiimide. Le taux de greffage est controle 
chimiquement par la stoechiometrie des constituants et reactifs ou le temps de reaction. 

Dans le deuxieme cas, on synthetise un derive NCA de l'alpha-tocopherol de 
structure suivante. La synthese est analogue a celle decrite pour le N-carboxyanhydride de 
20 st&ryl-glutamate par Pocbi et al. Macromolecules 1 995, 28, 6745-53 . 




Le derive NCA de l'alpha-tocopherol-glutamate est ensuite copolymerise avec par 
25 exemple avec le NCA de benzyl-glutamate et pour obtenir les fonctions glutamate ou 
glutamique, on realise une reaction d'hydrolyse selective des fonctions benzyles dans une 
m61ange d'acide trifluoroacetique et d'acide bromohydrique a temperature ambiante. II 
convient de noter que cette deuxieme voie de synthese permet de realiser aisement des 
copolymeres aleatoires, blocs ou multiblocs simplement en modifiant l'ordre d'ajout des 
30 monomeres. 

Le couplage de la vitamine E via un espaceur consume de 1 a 4 acides amines peut 
etre realise par reactions successives de la vitamine E avec des acides amines, proteges de 
facon appropride, puis deprot6ges pour avoir une fonction amine greffable sur le polymere 
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ou par reaction avec un oligopeptide. Par exemple, la synthese dun alpha-tocopherol avec 
motif leucine est realisee selon une methode generate bien connue de lTiomme de l'art 



un 

et selon le sch6ma suivant 




II convient de noter que le greffage direct de l'alpha-tocopherol sur le polymere se fa.t via 
une fonction ester alors que dans le cas de la presence d'un espaceur a base d'acide(s) 
amine(s), elle se fait via une fonction amide. Comme pour la realisation d'une liaison ester, 
10 la liaison amide peut se faire de la meme maniere en utilisant un agent de couplage 
classique tel qu'un dialkyl-carbodiimide. 

Selon un autre de ses aspects, invention vise une composition pharmaceutique, 
cosmetique, dietetique ou phytosanitaire comprenant au moins l'un des polyaminoacides 
1 5 tels que definis ci-dessus. 

Selon une declinaison avantageuse de Invention, cette composition comprend, 
outre l'alpha-tocopherol, au moins un principe actif, qui peut etre therapeutique, 
cosmetique, dietetique ou phytosanitaire. 

20 

De preference, le principe actif est une proteine, une glycoproteme, un 
polysaccharide, un liposaccharide, un oligonucleotide, un polynucleotide ou un peptide. 

Plus pr6ferentiellement encore, le principe actif est une petite molecule organique 
25 hydrophobe, hydrophile ou amphiphile. 

Cette composition peut etre sous forme de nanoparticules, de microparticules, 
d'emulsions, de gels, de micelles, d'implants, de poudres ou de films. 
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Suivant Tune de ses formes particulterement preferees, la composition, chargee ou 
non en principe actios), est une suspension colloidale stable de nanoparticules et/ou de 
microparticules et/ou de micelles de polyaminoacides, dans une phase aqueuse. 

5 La composition selon l'invention, des lors qu'elle est pharmaceutique, peut etre 

administree par voie orale, parenteral^ nasale, vaginale, oculaire, sous-cutanee, 
intraveineuse, intramusculaire, intradermique, intraperitoneale, intracerebrale ou buccale. 

II est egalement envisageable que la composition soit sous forme de solution dans 
10 un solvant biocompatible, susceptible d'etre injectee en sous-cutane, intramusculaire ou 
dans une tumeur. 

Selon une autre variante, la composition selon l'invention est formulee de telle 
sorte quelle soit apte a former un depot sur le site d'injection. 

15 

L'invention vise aussi des compositions qui comprennent des polyaminoacides 
selon Tinvention et des PA et qui sont susceptibles d'etre utilisees pour la preparation : 

• de medicaments, en particulier pour administration orale, nasale, vaginale, 
oculaire, sous-cutanee, intraveineuse, intramusculaire, intradermique, 

20 intraperitoneale ou intracerebrale, les principes actifs de ces medicaments 

pouvant etre, notamment, des proteines, des glycoproteines, des peptides, 
des polysaccharides, des liposaccharides, des oligonucleotides, des 
polynucleotides et des petites molecules organiques hydrophobes, 
hydrophiles ou amphiphiles, 

25 • et/ou des nutriments, 

• et/ou de produits cosm6tiques ou phytosanitaires. 

Cette preparation est caracterisee en ce qu'elle consiste essentiellement k mettre en oeuvre 
au moins Fun des polyaminoacides selon l'invention, tels qu'ils sont definis ci-dessus, et/ou 
30 la composition egalement decrite supra. 

Comme indique ci-dessus, les techniques dissociation d'un ou de plusieurs PA aux 
polyaminoacides greffes alpha-tocoph6rol selon l'invention, sont ddcrites notamment dans 
la demande de brevet WO 00/30618. 

35 

L'invention concerne egalement une methode de traitement therapeutique 
consistant essentiellement a administrer la composition telle que decrite dans le present 
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expose, par voie orale, parenteral^ nasale, vaginale, oculaire, sous-cutanee, intraveineuse, 
intramusculaire, intradermique, intrap6ritoneale, intracerebrale ou buccale. 

L'invention conceme en outre une methode de traitement therapeutique consistant 
5 essentiellement a une composition telle que decrite supra sous forme de solution dans un 
solvant biocompatible puis de l'injecter en sous-cutane, intramusculaire ou dans une 
tumeur, de pref6rence de maniere a ce qu'elle forme un depot sur le site d'injection. 

Comme exemples de PA susceptibles d'etre associes aux polyaminoacides selon 
10 l'invention, qu'ils soient ou non sous forme de (nano ou micro)particules, on peut citer : 

o les proteines telles que l'insuline, les interferons, les hormones de 

croissance, les interleukines, l'erythropoietine ou les cytokines ; 
o les peptides telles que la leuprolide ou la cyclosporin ; 
o les petites molecules telles que celles appartenant a la famille des 
! 5 anthracyclines, des taxoides ou des camptothecines ; 

o et leurs melanges. 

L'invention sera mieux comprise et ses avantages et variantes de mise en auvre 
ressortiront bien des exemples qui suivent et qui decrivent la synthese des 
20 polyaminoacides greffes alpha-tocopherol, leur transformation en systeme de vectonsation 
de PA (suspension aqueuse stable de nanoparticules) et la demonstration de la capacite 
d'un tel systeme de s'associer k des PA (petites molecules organiques, proteines...) pour 
former des compositions pharmaceutiques. 



25 Exemple 1 : Polymfere PI 

Synthese d'un pofyglutamate greffepar V alpha-tocopherol d'origine synthetique 
On solubilise 5,5 g d'un alpha-L-polyglutamate (de masse equivalente a environ 10 000 
par rapport a un standard en polyoxyethylene et obtenue par polymerisation de 
NCAGluOMe suivi d'une hydrolyse comme d6crits dans la demande de brevet FR 

30 2 801 226) dans 92 mL de dimethylformamide (DMF) en chauffant a 40°C pendant 
2 heures Une fois le polymere solubilise, on laisse revenir la temp6rature a 25°C et on 
ajoute successivement 1,49 g de D,L-alpha-tocopherol (> 98 % obtenu de Fluka®) 
prealablement solubilise dans 6 ml de DMF, 0,09 g de 4-dimethylaminopyndine 
prealablement solubilise dans 6 mL de DMF et 0,57 g de diisopropylcarbodnmide 

35 prealablement solubilise dans 6 mL de DMF. Apres 8 heures a 25°C sous agitauon, le 
milieu reactionnel est vers6 dans 800 ml d'eau contenant 15 % de chlorure de sodium et 
d'acide chlorhydrique (pH 2). U polymere precipite est ensuite recup6re par filtration, 
lave par de l'acide chlorhydrique 0,1 N puis par de l'eau. Le polymere est ensuite 
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resolubilise dans 75 mL de DMF puis reprecipite dans de l'eau contenant comme 
precedemment du sel et de l'acide a P H 2. Apres 2 lavages a l'eau, on lave plusieurs fois 
par de l'ether diisopropylique. Le polymere est ensuite seche a Vetuve sous vide a 40°C. 
On obtient un rendement de 1'ordre de 85 % 
5 Le taux de greffage estime par RMN du proton est d'environ 7,8 % et une analyse par 
HPLC revele un taux residuel de tocopherol inferieur a 0,3 %. 

Mw (mesure par GPC en eluant avec la NMP) = 17 500 g/mol (en equivalent de 
polymethyl methacrylate) 

10 Exemples 2, 3, 4 et 5 : Synthese de polymeres P2, P3, P4 et P5 

On r6alise de la meme facon des polymeres ayant des quantites variables de tocopherol 



Tableau 1 



15 



Polymere 


Alpha-tocopherol 


Taux de greffage 


P2 


Svnthetique : D,L 


| 5,2 % 


P3 


Svnthdtique : D,L 


12,8 % 


P4 


Svnthetique D,L 


20,0 % 


P5 


Svnthetique D,L 


50,0 % 



20 



Dans tous les cas, la quantite de tocopherol effectivement greffe a ete confirmee par RMN. 
Exemple 6 : Polymfcre P6 

Synthese d'un polyglutamate greffe par V alpha-tocopherol d'origine natweUe 
De facon analogue, on synthetise le polymere P6 avec 7,3 % de D-alpha-tocopherol 
d'origine naturelle (a 98,5 % et obtenue de la societe ADM France). La masse molaire est 
de 17 400 (GPC NMP, 6q. PMMA). 



Exemple 7: Analyse des polymeres en solution aqueuse 

Les polymeres sont mis en solution dans un tampon phosphate saline a pH 7,4 a des 
concentrations variant de 10 a 40 mg/mL et on ajuste le pH a 7,4 par ajout de soude a 
25 0, 1 N. On observe visuellement la solubilisation. 



Tableau 2 : solubi 


ite dans Teau saline a pH 1A , . 


Polymere 


Taux de greffage 


Concentration 


Aspect 


PI (D,L) 


7,8 % 


10 a 30 mfi/mL 


Soluble et limpide 


P3 (D,L) 


12% 


10 mg/mL 


Precipite tres fin 


P4(D,L) 


20 % 


10 mg/mL 


Precipite tres fin 


P6(D) 


7,3 % 


10 a 30 mg/mL 


Soluble et limpide 
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Tampon phosphate : 0,01 M phosphate, 0,0027 M KC1 et 0,137M NaCl. 
Une observation en transmission electronique des solutions limpides du polymere PI 
depose sur un support montre l'existence de nanoparticules de 15 a 25 nm, Une analyse 
comparative des solutions du polymere PI, P6 et l'alpha-tocopherol succinate a 15 mg/niL 
5 dans Veau a pH 7,4 (tampon phosphate) revele que seul Talpha-tocopherol succinate 
developpe une solution laiteuse caracteristiques des vesicules comme decrit dans le brevet 
EP 0243 446. 

Exemple 8 : Adsorption <Tun colorant sur le polymere PI 

10 Selon Tun des objets de l'invention, les polymeres peuvent etre utilises sous forme de 
suspension colloidale dans Teau et associes un principe actif. Pour cette application, nous 
demontrons dans Texperience ci-apres qu'avec certains polymeres, notamment ceux avec 
un taux de greffage de l'ordre de 5 a 10 % de tocopherol, la capacite d'adsorption est 
superieure a celle d ! un compose analogue de Tart anterieur. 

15 

Pour cette etude, nous avons compare le polymere PI avec un polymere analogue ayant 
une chaine dodecanol greflfe sur un polyglutamate. Ce polymere est decrit dans le brevet 
WO 00 30618. 

20 L'etude est realisee de la fa9on suivante : on solubilise les polymeres dans une solution 
aqueuse a pH 7 (tampon phosphate) et on ajoute 5 mg du colorant denomme Orange OT 
(Rn CAS : 2646-17-5). On laisse les solutions dans un bain d r ultrason pendant une heure 
pour realiser Tassociation. Les solutions sont ensuite centrifugees pour eliminer le colorant 
non-associe et on mesure la densite optique au X,max du colorant qui se situe a 495 nm. 

25 



Tableau 3 : 



Polymere 


Taux de greffage 


Concentration polymere 


DO normalisee 


PI 

(alpha-tocopherol) 


7,8 % molaire 


13,8 mg/mL 


1 


Polymere comparatif* 
(dodecanol) 


15 % molaire 


17,3 mg/mL 


0,45 



*WO00 30618 



On constate qu f a un taux de greffage molaire inferieur de moitie et a une concentration 
30 massique en polymere un peu plus faible, le polymere PI presente une capacite 
dissociation du colorant Orange OT bien superieure. 
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Exemple 9 : synthese du polymere P7 

Synthese d'un polyglutamate ayantun greffon d f alpha-tocopherol leucine. 

On syntbetise d'abord le derive alpha-tocopherol leucine de la facon suivante. 

On fait reagir le D,L-alpha-tocopherol (4,3 g) avec la BOC-Leucine (2,3 g) dans 1 5 mL de 

5 dichloiomethane en pr6sence de 4-dimethylaminopyridine (244 mg) et de 
diidopropylcarbodiimide (1,5 g). Apres 2 heures a 30°C, le produit est purifie par filtration 
sur une colonne de silice. On obtient 5 g du produit alpha-tocopherol leucine BOC 
(rendement 77 %). Sa structure est confirmee par spectroscopic RMN. La deprotection du 
produit est realisee dans l'acide trifluoroac6tique a une temperature comprise entre 5 et 

10 10°C pendant une heure. Apres purification par filtration sur silice, on isole 3,3 g du 
produit souhaite (rendement 78%). Sa structure est confirmee par spectroscopic RMN. 
On realise ensuite la reaction de greffage sur un acide polyglutamique dans les memes 
conditions que dans l'exemple 1, avec un taux de greffage de 7 %. La structure du 
polymere et le taux de greffage ont ete confirmes par spectroscopic RMN. 



15 



Exemple 10 : Adsorption de 1'insuline 

On pr6pare une solution a 1 mg du polymere PI et 7 mg d'insuline a pH 7,0 dans 1 ml 
d'eau eton laisse incuber pendant 2 heures. La suspension est ensuite ultrafiltree (10000G, 
20 minutes avec une seuil de 100 KDa). On dose 1'insuline fibre dans le filtrat par HPLC et 
20 on en deduit par difference la quantite d'insuline associee. On mesure un taux d'association 
qui est superieur a 95 % par rapport a 1'insuline engagee. Dans les memes conditions, le 
polymere comparatif de l'exemple 8 permet d'associer 40 %. La capacite d'adsorption du 
polymere PI est done superieur. 

25 Exemple 1 1 : Degradation in-vitro du polymere PI en presence d'enzymes 

On solubilise le polymere PI a pH 7,5 (tampon phosphate et 10 mM en cation calcium) et 
a une concentration de 20mg/mL. On ajoute 0,1 mL de protease (solution de lOmg/mL) et 
on suit la degradation par la GPC aqueuse. 

On constate une degradation relativement rapide avec un temps de demi-vie du polymere 
30 initiate a environ 100 minutes. 
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REVENDICATIONS 



1. Polyaminoacides comprenant des unites aspartiques et/ou des unites 
glutamiques, caracteris6s en ce qu'au moins une partie de ces unites sont porteuses de 
greffons comportant au moins un motif alpha-tocopherol. 

2. Polyaminoacides selon la revendication 1, caracterises par la formule generate 
(I) suivante : 



XOOR 3 







r 






n 


1 1 1 





.NHR 2 



H 



dans laquelle : 

■ R 1 represente un H, un alkyle lineaire en C2 a CIO ou ramifie en C3 a 
CIO, benzyle, une unite acide amine terminate ; 

■ R 2 represente un H, un groupe acyle lineaire en C2 i CIO ou ramifie en 
C3 a CI 0 ou un pyroglutamate ; 

■ R 3 est un H ou une entite cationique, de pr6ference selectionnee dans le 

groupe comprenant : 

- les cations metalliques avantageusement choisis dans le sous-groupe 
comprenant : le sodium, le potassium le calcium, le magnesium, 

- les cations organiques avantageusement choisis dans le sous-groupe 
comprenant : 

• les cations a base d'amine, 

• les cations a base d'oligoamine, 

• les cations a base de polyamine (la polyethyleneimine etant 
particulierement preferee), 

• les cations a base d r acide(s) amine(s) avantageusement choisis 
dans la classe comprenant les cations a base de lysine ou 
d'arginine, 

- ou les polyaminoacides cationiques avantageusement choisis dans le 
sous-groupe comprenant la polylysine ou roligolysine ; 
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■ R 4 reprfcsente une liaison directe ou un "espaceur" a base de 1 a 4 unites 
acide amine ; 

■ A represente independamment un radical -CH 2 - (unite aspartique) ou - 
CH2-CH2- (unite glutaraique) ; 

5 ■ n/(n+m) est defini comme le taux de greffage molaire et varie de 0,5 a 

100 % molaire ; 

■ n + m varie de 3 a 10O0,de preference entre 30 et 300 ; 

■ T represente un motif alpha-tocopherol. 

10 3. Polyaminoacides selon la revendication 1 ou 2, caracterises en ce que l'alpha- 

tocopherol est d'origine naturelle. 

4. Polyaminoacides selon la revendication 1 ou 2, caracterises en ce que l'alpha- 
tocopherol est d'origine synthetique. 

15 

5. Polyaminoacides selon la revendication 2, caracterises en ce qu'il est constitu6 
d'un homopolymere d'alpha-L-glutamate ou d'alpha-L-glutamique. 

6. Polyaminoacides selon la revendication 2, caracterises en ce qu'il est constitu6 
20 d'un homopolymere d'alpha-L-aspartate ou d'alpha-L-aspartique. 

7. Polyaminoacides selon la revendication 2, caracterises en ce qu'il est constitue 
d'un copolymer d'alpha-L-aspartate/alpha-L-glutamate ou d'alpha-L-aspartique/alpha-L- 
glutamique. 

25 

8. Polyaminoacides selon l'une quelconque des revendications 1 a 7, caracterises en 
ce que la distribution des unites aspartiques et/ou glutamiques porteuses de greffons 
comportant au moins un motif alpha-tocopherol est telle que les polymeres ainsi constitues 
sont soit aleatoires, soit de type bloc, soit de type multibloc. 

9. Polyaminoacides selon l'une quelconque des revendications 1 a 8, caracterises en 
ce que leur masse molaire se situe entre 2 000 et 100 000 g/mole, et de preference entre 
5 000et40000g/mole. 

35 10. Polyaminoacides selon l'une quelconque des revendications 1 a 9, caracterises 

en ce que le taux de greffage molaire se situe entre 3 et 70 %, et de pr6ference entre 5 et 
50 %. 
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11. Composition pharmaceutique, cosmetique, dietetique ou phytosanitaire 
comprenant au moins Tun des polyaminoacides selon l'une quelconque des revocations 
la9. 

12. Composition selon la revendication 11, caracterisee en ce qu'elle comprend au 
moins un principe actif. 



13. Composition selon la revendication 1 1 ou 12, caracterisee en ce que le principe 
actif est une proteine, une glycoproteine, un polysaccharide, un liposaccharide, un 

10 oligonucleotide, un polynucleotide ou un peptide. 

14. Composition selon la revendication 11 ou 12, caracterisee en ce que le principe 
actif est une petite molecule organique hydrophobe, hydrophile ou amphiphile. 

1 5 15. Composition selon Tune quelconque des revendications 1 1 a 14, caracterisee en 

ce qu'elle peut etre administree par voie orale, parenterale, nasale, vaginale, oculaire, sous- 
cutanee, intraveineuse, intramusculaire, intradermique, intra peritoneale, intracerebrale ou 
buccale. 

20 16. Composition selon l'une quelconque des revendications 1 1 a 1 5, caracterisee en 

ce qu'elle est sous forme d'un gel, dune emulsion, de micelles, de nanoparticules, de 
microparticules, d'une poudre ou d'un film. 

17. Composition selon l'une quelconque des revendications 11 a 16, caracterisee en 
25 ce qu'elle est une suspension colloidale de nanoparticules et/ou de microparticules et/ou de 

micelles de polyaminoacides, dans une phase aqueuse. 

18. Composition selon l'une quelconque des revendications 1 a 17, caracterisee en 
ce qu'elle est sous forme de solution dans un solvant biocompatible et en ce qu'elle peut 

30 etre inject6e en sous-cutane, intramusculaire ou dans une tumeur. 

19. Composition selon l'une quelconque des revendications 1 a 18, caracterisee en 
ce qu'elle est apte a former un d6pot sur le site d'injection. 

35 20. Procedd de preparation : 

• de medicaments, en particulier pour administration orale, nasale, vaginale, 
oculaire, sous-cutanee, intraveineuse, intramusculaire, intradermique, 
intraperitoneale ou intracerebrale, les principes actifs de ces medicaments 
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pouvant toe, notamment, des proteines, des glycoproteins, des peptides, 
des polysaccharides, des liposaccharides, des oligonucleotides, des 
polynucleotides et des petites molecules organiques hydrophobes, 
hydrophiles ou amphiphiles, 

• et/ou des nutriments, 

• et/ou de produits cosmetiques ou phytosanitaires; 

caracterise en ce qu'il consiste essentiellement a mettre en ceuvre au moins Tun des 
polyaminoacides selon l'une quelconque des revendications 1 a 9 et/ou la composition selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 19. 
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